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Wprowadzenie ogolne

Zestawy QlAsymphony DSP DNA Kit sg przeznaczone do stosowania wytgcznie z aparatem QIAsymphony SP.

Zestawy QIAsymphony DSP DNA Mini Kit zawierajg odczynniki do zautomatyzowanego oczyszczania catkowitego DNA z ludzkiej krwi
petnej, kozuszka leukocytarno-ptytkowego, tkanek i prébek tkanek utrwalonych w formalinie, zatopionych w parafinie (Formalin-Fixed,
Paraffin-Embedded, FFPE), a takze wirusowego DNA z ludzkiej krwi petnej. Zestawy QIAsymphony DSP DNA Midi Kit zawierajg
odczynniki do zautomatyzowanego oczyszczania catkowitego DNA z ludzkiej krwi petnej i kozuszka leukocytarno-ptytkowego. Nie
ustalono jednak parametrow skutecznosci dla kazdej probdéwki do pobierania krwi lub kazdego typu tkanki. Muszg one zostac
zwalidowane przez uzytkownika.

Technologia czgstek magnetycznych umozliwia otrzymanie oczyszczonych kwaséw nukleinowych o wysokiej jakosci, wolnych od biatek,
nukleaz iinnych zanieczyszczen. Oczyszczone kwasy nukleinowe sg gotowe do bezposredniego uzytku do dalszych zastosowan,
np. w reakcjach amplifikacji (PCR). Aparat QIAsymphony SP wykonuje wszystkie etapy procedury oczyszczania. W jednym cyklu mozna
przetworzy¢ do 96 prébek w partiach zawierajgcych do24 prébek.

W kolejnych sekcjach przedstawiono dane dotyczace skutecznosci dla roznych zastosowan.
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Parametry skutecznosci

Uwaga: Parametry skutecznosci w znacznym stopniu zalezg od réznych czynnikdéw i sg powigzane z okreslonymi dalszymi etapami
procedury. Dla zestawdéw QIAsymphony DSP DNA Mini i Midi Kit zostaly one ustalone w potgczeniu z przyktadowymi dalszymi
zastosowaniami. Jednak przed dalszymi etapami procedur wykorzystywane sg rézne metody izolacji kwaséw nukleinowych z materiatow
biologicznych. W ramach opracowywania dalszych etapdéw procedur nalezy okreslic parametry skutecznosci, np. dotyczace
zanieczyszczenia krzyzowego lub precyzji testu. Dlatego obowigzkiem uzytkownika jest walidacja catej procedury w celu uzyskania

odpowiednich parametrow skutecznosci.
Podstawowa skutecznosc¢ i zgodnosc¢ z réznymi dalszymi zastosowaniami
Krew i kozuszek leukocytarno-ptytkowy — izolacja DNA

Uzysk DNA

Podstawowg skuteczno$¢ zestawu QIAsymphony DSP DNA Mini Kit oceniono przy uzyciu réznych proboéwek do pobierania krwi
(liczba biatych krwinek [white blood cell, WBC]: od 4,0 do 11,0 x 10% komorek/ml) do 3 réznych typow probowek: EDTA, 10 ml BD™
Vacutainer® 16 x 100 mm (K2-EDTA); cytrynian, 2,7 ml Sarstedt® S-Monovette® 9NC Tube 13 x 75 mm (cytrynian); heparyna, 7,5 ml
Sarstedt S-Monovette 15 x 92 mm (heparyna litowa). Uzywano krwi swiezej (przechowywanej w temperaturze 2-8°C) lub zamrozonej
(przechowywanej w temperaturze -20°C). Genomowy DNA oczyszczono z prébek o objetosci 200 pl, wykonujgc po 4 powtdrzenia na
dawce i typ probowki z wykorzystaniem zestawu QIAsymphony DSP DNA Mini Kit i protokotu Blood 200 DSP, przy objetosci elucji rownej

200 pl. Uzyski i czystos¢ DNA okreslono za pomocg analizy spektroskopowej (Ryc. 1).
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Ryc. 1. Uzysk i czystosé DNA przy stosowaniu réznych probéwek do pobierania probek i antykoagulantéw ze $wieza i zamrozong peing krwig ludzka. A Uzysk
DNA, stupki przedstawiajg bezwzglgdny uzysk DNA wraz z odchyleniem standardowym. B Czysto$¢ DNA, stupki przedstawiajg czysto$¢ DNA wraz z odchyleniem
standardowym.
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Integralnos¢ DNA

Produkty reakcji long-range PCR (5 kb) amplifikowano za pomocg oznaczenia LongRange PCR (Ryc. 2).

o D1D2D3 D4 <
] M PC PCNC NC

D1 D2 D3

Ryec. 2. Badanie integralnosci DNA za pomoca reakcji long-range PCR. M, marker QIAGEN GelPilot 1 kb Plus Ladder. A Krew petng pobrano od 4 zdrowych dawcéw (D)
do probéwek BD K2E. Genomowy DNA do reakcji long-range PCR oczyszczono z porcji o objetosci 200 pl w trzech powtdrzeniach, stosujgc zestaw QIAsymphony DSP DNA
Mini Kit i protokét Blood 200 DSP, przy objetosci elucji réwnej 200 pl. D1 = Dawca 1, D2 = Dawca 2, D3 = Dawca 3 i D4 = Dawca 4. B Krew petng pobrano od 3 zdrowych
dawcow do probéwek BD K2E i przygotowano kozuszek leukocytarno-ptytkowy. Genomowy DNA oczyszczono z porcji o objetosci 200 pl w 6 powtdrzeniach, stosujgc zestaw
QIAsymphony DSP DNA Mini Kit i protokét Buffy Coat 200 DSP, przy objetosci elucji réwnej 200 ul. D1 = Dawca 1, D2 = Dawca 2 i D3 = Dawca 3. C Kontrole: PC = kontrola
pozytywna i NC = kontrola negatywna.

Korelacja uzysku DNA z liczbg krwinek biatych

Skutecznos¢ zestawu QIAsymphony DSP DNA w zastosowaniach wykorzystujgcych krew i kozuszek leukocytarno-ptytkowy oceniono
za pomocg probek krwi i kozuszka leukocytarno-ptytkowego obejmujgcych 6 réznych wartosci WBC dla poszczegdlnych typow probeki.
W przypadku krwi petnej warto$¢ WBC wynosita od 4 x 108 komorek/ml do 11,6 x 10% komorek/ml, a w przypadku kozuszka leukocytarno-
ptytkowego od 2,2 x 107 komérek/ml do 5,6 x 107 komédrek/ml. Uzyski DNA okreslono za pomocg analizy spektroskopowe;j i wykreslono

wzgledem wartosci WBC (Ryc. 3).
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Ryc. 3. Korelacja uzysku DNA z liczba krwinek biatych. A Genomowy DNA oczyszczono z prébki ludzkiej krwi petnej o objetosci 1 ml, stosujac zestaw QlAsymphony DSP
DNA Midi Kit i protokét Blood 1000 DSP, przy objetosci elucji rownej 500 pl. Stupki przedstawiajg bezwzgledny uzysk DNA wraz z odchyleniem standardowym. B Genomowy
DNA oczyszczono z probki kozuszka leukocytarno-ptytkowego o objetosci 400 pl stosujgc zestaw QIAsymphony DSP DNA Midi Kit i protokét Buffy Coat 400 DSP, przy
objetosci elucji rownej 400 pl. Stupki przedstawiajg bezwzgledny uzysk DNA wraz z odchyleniem standardowym.

Krew do badanh pod kgtem obecnosci wirusow

Badania trafnosci wykonano, rozcienczajgc wstepnie oznaczone ilosciowo materiaty wzorcowe WHO wirusa CMV w ludzkiej krwi petnej
negatywnej wzgledem wirusa CMV. Dla prébek z mianem wirusa CMV réwnym 90 IU na mililitr zaobserwowano wspotczynnik detekcji

réwny 100% (Tabel

Tabela 1. Czulo$¢ zastosowan protokotu QIAsymphony DSP Virus Blood

a1).

CMV (IU/ml) Powtérzenia Trafienia % trafnosci
350 18 18 100,00
230 32 32 100,00
115 31 31 100,00

90 32 32 100,00
60 30 24 80,00
30 30 15 50,00
15 30 10 33,33
6 21 5) 23,81
2 21 2 9,52
0 15 0 0,00

Ludzka krew petng pobrano od 1 zdrowego dawcy negatywnego wzgledem wirusa CMV do probéwek BD K2E i dodano materiat wzorcowy WHO wirusa CMV, stosujac
rézne miana. Wirusowe DNA oczyszczono, stosujgc zestaw QIAsymphony DSP DNA Mini Kit i protokét Blood 200 DSP, przy objetosci elucji réwnej 60 pl. Eluaty
przeanalizowano za pomocg oznaczenia real-time PCR przeznaczonego do wykrywania obecnosci wirusa CMV.
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Tkanka i tkanka FFPE

Uzysk DNA

Skutecznos¢ zestawdw QIAsymphony DSP DNA w przypadku zastosowan wykorzystujgcych tkanki FFPE oceniono, wykorzystujgc
szes¢ powtdrzen obejmujgcych od 1 do 4 skrawkéw FFPE o grubosci 10 ym ze swiezo pocietej Sledziony ludzkiej. Izolacje DNA
wykonywano za pomocg zestawu QIAsymphony DSP DNA Mini Kit w potgczeniu z protokotem DSP przeznaczonym do tkanek o niskiej
zawarto$ci kwaséw nukleinowych. Odparafinowanie ilize wykonywano metodg wstepnego przygotowania z wykorzystaniem

ksylenu/etanolu. DNA eluowano w 50 pl buforu do elucji, a uzysk DNA okreslano za pomoca analizy spektroskopowej (Ryc. 4).
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Ryc. 4. Korelacja uzysku DNA z liczbg skrawkoéw tkanki FFPE. Sze$¢ powtdrzen obejmujgcych od 1 do 4 skrawkéw tkanki FFPE o grubosci 10 um ze $ledziony ludzkiej
poddano deparafinizacji metodg wstepnego przygotowania z wykorzystaniem ksylenu/etanolu. Izolacje DNA wykonywano na aparacie QIAsymphony SP, korzystajgc z zestawu
QIAsymphony DSP DNA Mini Kit w potaczeniu z protokotem DSP przeznaczonym do tkanek o niskiej zawartos$ci kwaséw nukleinowych przy objetosci elucji rownej 50 pl.

Analiza mutacji biomarkeréw za pomoca reakgiji real-time PCR

Analize mutacji biomarkeréw wykonywano, wykorzystujgc DNA wyizolowane ze skrawkéw tkanek FFPE z okreznicy ludzkiej i DNA

wyizolowane z probek tkanki ptuca ludzkiego.

Do przygotowania probki na potrzeby izolacji DNA z probek tkanki FFPE uzyto 3 skrawkéw o grubosci 10 um z okreznicy ludzkiej. Izolacje
DNA wykonywano, stosujgc roztwér Deparaffinization Solution do wstepnego przygotowania oraz protokét DSP przeznaczony do tkanek
0 niskiej zawartosci kwasow nukleinowych, przy objetosci elucji réwnej 100 pl. Analize mutacji biomarkera KRAS wykonywano za pomocg
oznaczenia real-time PCR przeznaczonego do wykrywania mutacji w genie KRAS zgodnie z instrukcjg obstugi oznaczenia. Wartosci Ct
oznaczenia kontrolnego miescity sie w zdefiniowanym zakresie, a analiza pod katem wykrywania mutacji wykazata substytucje
aminokwasu w kodonie 12, na ktérg wskazuje wartos¢ ACt réwna 4,17, ktéra jest nizsza niz zdefiniowana dla detekcji mutacji 12SER

warto$¢ odciecia réwna 8 (Tabela 2).
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Tabela 2. Wyniki analizy mutacji biomarkera KRAS wykonywanej na tkance FFPE

Prébka Reakcja Docelowa wartos¢ Cr Wartos¢ Cr kontroli wewnetrznej ACT*
Kontrola bez matrycy Kontrola 0,00 32,75 -
12ALA 0,00 32,65 -
12ASP 0,00 32,69 -
12ARG 0,00 32,86 -
12CYS 0,00 32,35 -
12SER 0,00 32,76 -
12VAL 0,00 32,41 -
13ASP 0,00 32,26 -
Wzorzec Kontrola 25,95 32,73 -
12ALA 26,39 32,29 0,44
12ASP 26,54 32,15 0,59
12ARG 26,35 32,14 0,40
12CYS 26,31 32,47 0,36
12SER 26,50 32,34 0,55
12VAL 25,80 31,92 -0,15
13ASP 27,09 32,54 1,14
Tkanka FFPE (okreznica ludzka) Kontrola 24,94 31,98 -
12ALA n.d. 32,42 -
12ASP n.d. 32,73 -
12ARG n.d. 33,05 -
12CYS n.d. 32,74 -
12SER 29,11 32,34 4,17
12VAL n.d. 32,81 -
13ASP n.d. 33,20 -

* ACt =M Cr - C Cr, gdzie M oznacza mutacje, a C kontrolg; n.d. — nie wykryto.

Do przygotowania prébki na potrzeby izolacji DNA z prébek zamrozonej tkanki uzyto 25 mg tkanki ptuca ludzkiego, stosujac protokét
DSP przeznaczony do tkanek o wysokiej zawartosci kwaséw nukleinowych, przy objetosci elucji rownej 200 pl. Analize mutacji
biomarkera EGFR wykonano za pomocg oznaczenia real-time PCR przeznaczonego do wykrywania mutacji w genie EGFR. Analize
kontroli oraz analize pod katem wykrywania mutacji przeprowadzono zgodnie z opisem w instrukcji obstugi oznaczenia. Wyniki wykazaty

delecje w obrebie genu EGFR, na co wskazuje wartos¢ ACt rowna 2,47, ktéra jest nizsza niz zdefiniowana dla detekcji mutacji wartosc

odcigcia rowna 12 (Tabela 3).
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Tabela 3. Wyniki analizy mutacji biomarkera EGFR wykonywanej na zamrozonej tkance

Prébka Reakcja Docelowa wartosé Cr Wartos¢ Cr kontroli wewnetrznej ACT*
Kontrola bez matrycy Kontrola 0,00 31,71 -
T790M 0,00 32,36 -
Delecje 0,00 31,75 -
L858R 0,00 32,05 -
L861Q 0,00 31,77 -
G719X 0,00 31,68 -
S768l 0,00 32,25 -
Ins 0,00 31,84 -
Wzorzec Kontrola 28,78 31,05 -
T790M 30,08 il 1,30
Delecje 28,23 31,19 -0,55
L858R 27,58 30,83 -1,20
L861Q 27,80 30,86 -0,98
G719X 27,80 30,90 -0,98
S768I 29,28 31,41 0,50
Ins 28,00 31,64 -0,78
Tkanka (ptuco ludzkie) Kontrola 25,76 31,23 -
T790M n.d. 31,99 -
Delecje 28,23 30,99 2,47
L858R n.d. 31,33 -
L861Q n.d. 31,98 -
G719X n.d. 32,06 -
S768I n.d. 31,88 -
Ins n.d. 31,62 -

* ACt =M Cr - C Cr, gdzie M oznacza mutacje, a C kontrolg; n.d. — nie wykryto.

Powtarzalnos¢ i odtwarzalnosé

Krew — izolacja DNA

Izolacje DNA wykonywano, stosujac protokét Blood 200 DSP przy objetosci elucji rownej 200 ul. Powtarzalno$¢ oceniono w nastepujgcy
sposob: jeden operator wykonywat 3 odrebne testy (kazdy po 96 prébek) w 3 réoznych dniach, przy czym kazdy test zawierat 4 partie po
24 prébki (Tabela 4 i Tabela 5).

Odtwarzalno$¢ oceniono w nastepujgcy sposob: 3 réznych operatoréw wykonywato 3 odrebne testy (kazdy po 96 prébek) w 3 réznych
dniach na réznych aparatach QlIAsymphony SP, przy czym kazdy test zawierat 4 partie po 24 préobki (Tabela 6 i Tabela i 7).

Tabela 4. Wyniki oceny powtarzalnosci

Test Partia n Sredni uzysk DNA (ug) SD CcVv
1 1 24 5,32 0,22 4,22
2 24 4,90 0,22 4,54
3 24 4,95 0,21 4,26
4 24 5,05 0,18 3,60
2 1 24 5,17 0,30 5,84
2 24 4,90 0,15 3,14
3 24 4,82 0,20 4,13
4 24 4,87 0,17 3,52
3 1 24 5,11 0,17 3,33
2 24 4,84 0,24 4,91
3 24 4,87 0,16 3,38
4 24 4,78 0,16 3,38
tacznie - 288 4,96 - -

n = liczba powtérzen; SD = odchylenie standardowe; CV = wspétczynnik zmiennosci.
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Tabela 5. Dane precyzji uzyskane na potrzeby oceny powtarzalnosci

SD cv
Miedzy partiami w obrebie jednego testu 0,25 4,95
Ogodlna doktadno$¢ powtdrzen 0,26 5,18
SD = odchylenie standardowe; CV = wspotczynnik zmiennosci.
Tabela 6. Wyniki oceny odtwarzalnosci
Test Partia n Sredni uzysk DNA (ug) sD cv
1 1 24 5,32 0,22 4,22
2 24 4,90 0,22 4,54
3 24 4,95 0,21 4,26
4 24 5,05 0,18 3,60
2 1 24 573 0,22 3,81
2 24 5,56 0,26 4,63
&) 24 5,40 0,20 8168
4 24 5,46 0,21 3,89
3 1 24 5,73 0,26 4,62
2 24 5,54 0,24 4,40
3 24 5,41 0,18 3,34
4 24 5,49 0,17 3,16
tacznie - 288 5,38 - -
n = liczba powtorzen; SD = odchylenie standardowe; CV = wspdiczynnik zmiennosci.
Tabela 7. Dane precyzji uzyskane na potrzeby oceny odtwarzalnosci
SD cv
Miedzy partiami w obrebie jednego testu 0,25 4,73
Ogdlna doktadno$¢ powtorzen 0,38 7,03

SD = odchylenie standardowe; CV = wspétczynnik zmiennosci.
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Analiza porownawcza skutecznosci

Krew — izolacja DNA

Przeprowadzono analizg poréwnawczg systemu do analizy krwi QIAsymphony DSP DNA w odniesieniu do systemu do analizy krwi
EZ1® DSP DNA oraz procedury przygotowania recznego za pomocg zestawu QlAamp® DNA Blood Mini Kit. Oczyszczono DNA
pochodzgce z réznych prébek krwi i przeprowadzono analize pod kgtem uzysku DNA (Ryc. 5).

Uzysk DNA (ug)

Z:lDQS OEZI HQA] B

5 -
4 -
3 -
2 4
1 4
0 T T T T

Dawca

Ryc. 5. Poréwnanie uzyskéw DNA miedzy réznymi systemami oczyszczania DNA z krwi. Krew petng pobrano od 5 zdrowych dawcoéw do probéwek BD K2E.

Dla wszystkich metod stosowano objgtosci wejsciowe prébek rowne 200 pl i objetosci elucji rowne 200 pl. QS = zestaw QIAsymphony DSP DNA Mini Kit i protokot
Blood 200 DSP; EZ1 = aparat EZ1 Advanced XL z wykorzystaniem zestawu EZ1 DSP DNA Blood Kit; QA = zestaw QlAamp DNA Blood Mini Kit. Stupki przedstawiajg
bezwzgledny uzysk DNA dla kazdej probki.

Tkanka i tkanka FFPE

Skutecznos¢ zestawu QlAsymphony DSP DNA Mini Kit poréwnano do skutecznosci zestawu QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit do
recznego wykonywania oznaczen oraz zestawu QlAamp DSP DNA Mini Kit, wykorzystujac jako materiat probki odpowiednio tkanke
FFPE i Swieze oraz zamrozone tkanki. Reczne i zautomatyzowane przygotowanie probek, jak réwniez oznaczenie ilosciowe uzyskéw
DNA, wykonywano jednoczesnie. Uzyski DNA po izolacji z prébek $wiezych/zamrozonych tkanek i tkanek FFPE przy zastosowaniu
zestawu QIAsymphony DSP DNA Mini Kit, zestawu QlAamp DSP DNA Mini Kit (tkanka) i zestawu QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit
(tkanka FFPE) przedstawiono na Ryc. 6.
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Ryc. 6. Izolacja DNA z prébek tkanki i tkanki FFPE. W celu uzyskania prébek $wiezych/zamrozonych tkanek pocieto ptuco i okreznice ludzkg na 6 kawatkéw o masie

25 mg. Do przygotowania prébek za pomocg aparatu QlAsymphony SP w potgczeniu z protokotem DSP przeznaczonym do tkanek o wysokiej zawartosci kwasow
nukleinowych wykorzystano po trzy kawatki z kazdego typu tkanki. Izolacje DNA z pozostatych prébek wykonywano za pomoca zestawu QlAamp DSP DNA Mini Kit.

DNA eluowano w objetosci 200 pl, a uzysk DNA okreslano za pomocg analizy spektroskopowej. W celu izolacji DNA z tkanki FFPE przygotowano 12 powtérzen
zawierajgcych 3 skrawki o rozmiarze 10 ym z tkanek FFPE réznych narzadoéw ludzkich. Sze$¢ probek uzyto do przygotowania prébek za pomocg aparatu QIAsymphony SP
w pofgczeniu z wstepnym przygotowaniem za pomoca roztworu Deparaffinization Solution oraz protokotem DSP przeznaczonym do tkanek o niskiej zawarto$ci kwasow
nukleinowych. Izolacjg¢ DNA z pozostatych prébek wykonywano za pomocg zestawu QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit. DNA eluowano w objetosci 50 pl, a uzysk DNA
okreslano za pomocg analizy spektroskopowej. Stupki przedstawiajg bezwzgledny uzysk DNA wraz z odchyleniem standardowym.
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Zakres probek wejsciowych/objetosci wyjsciowych eluatéw
Krew — izolacja DNA

Poréwnano rézne probki wejsciowe i objetosci wyjsciowe eluatéw w przypadku zastosowan wykorzystujgcych krew do izolacji DNA,
stosujgc probki krwi pochodzgce od dawcow, ktdrych liczba krwinek biatych miescita sie w zakresie od 5,0 do 8,0 x 10% komarek/ml.

Krew petng pobrano od 8 zdrowych dawcow do probéwek BD K2E. DNA oczyszczono z 6 powtodrzen, przy kazdym uzywajgc zestawu
QIAsymphony DSP DNA Mini/Midi Kit i protokotu DNA Blood 200 DSP z objetoscig elucji rowng 200 pl, protokotu DNA Blood 400 DSP
z objetoscig elucji rowng 400 pl oraz protokotu DNA Blood 1000 DSP z objetoscig elucji rowng 500 pl (Ryc. 7).
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Ryc. 7. Poréwnanie réznych prébek wejsciowych i objetosci elucji w przypadku systeméw do oczyszczania DNA z krwi. Krew petng pobrano od 8 zdrowych dawcéw
do probéwek BD K2E. Izolacje DNA przeprowadzono z wykorzystaniem protokotu DNA Blood 200 z objetoscig elucji rowng 200 pl, protokotu DNA Blood 400 z objetoscig
elucji réwng 400 pl oraz protokotu DNA Blood 1000 z objetoscig elucji rowng 500 pl. Uzysk DNA okreslono za pomocg analizy spektroskopowej. Stupki przedstawiajg
bezwzgledny uzysk DNA ($rednig warto$¢ wraz z odchyleniem standardowym) dla kazdego dawcy.

o

Krew do badan pod kgtem obecnosci wirusow

Krew petng pobrano do probéwek BD K2E od 3 zdrowych dawcow, ktorych liczba krwinek biatych wynosita od 4,0 do 11,0 x 10% komorek/ml,
a nastepnie dodano materiat wzorcowy wirusa CMV (miano 3,7 log kopii/ml). Wirusowe DNA oczyszczono z 7 powtérzen, przy kazdym
uzywajgc zestawu QIAsymphony DSP DNA Mini Kit i protokotu Virus Blood 200 DSP oraz 4 r6znych objetosci elucji (Ryc. 8).
Sredni log kopii/ml
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Ryc. 8. Poréwnanie oznaczenia ilosciowego wirusowego DNA dla réznych objetosci elucji. Eluaty z kazdej probki pobranej od dawcy i objetosci elucji (60, 85, 110 i 165 pl)
przeanalizowano za pomocg oznaczenia real-time PCR przeznaczonego do wykrywania obecnosci wirusa CMV. Czerwona linia przedstawia miano docelowe, a stupki $redni log
kopii na mililitr wraz z odchyleniem standardowym.
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Stabilnos¢ eluatu

Uwaga: Stabilno$c¢ eluatu w znacznym stopniu zalezy od réznych czynnikéw i jest powigzana z okreslonymi dalszymi etapami procedury.
Dla zestawow QIAsymphony DSP Mini i Midi Kit zostata ona ustalona w potgczeniu z przyktadowymi dalszymi etapami procedur.
Do obowigzkow uzytkownika nalezy zapoznanie sie z instrukcjami okreslonych dalszych procedur wykorzystywanych w laboratorium
i/lub walidacja catej procedury w celu ustalenia odpowiednich warunkéw przechowywania.

Krew i kozuszek leukocytarno-ptytkowy — izolacja DNA

Stabilno$¢ eluatow w przypadku zastosowan wykorzystujgcych krew do izolacji DNA zostata przetestowana przy uzyciu eluatéw
pochodzgcych z testéow QS przeprowadzonych z wykorzystaniem protokotu DNA Blood 200 z objetoscig elucji rowng 200 ul oraz
protokotu DNA Blood 1000 z objetoscig elucji réwng 500 ul. Eluaty przechowywano w probéwkach o pojemnosci 2 ml firmy Sarstedt
w temperaturze pokojowej, 2-8°C, -20°C oraz -80°C. Uzysk i czystos¢ DNA okreslono za pomocg analizy spektroskopowej. Integralnos¢
DNA zostata oceniona na podstawie elektroforezy zelowej i oznaczenia LongRange PCR (Ryc. 9).

TTP: 10years at -80°C
blood 200pl blood 1000p!
endpoint | freeze/thaw endpaint | freezelthaw [ controls |
M - M

Ryc. 9. Stabilnosé¢ eluatu w przypadku prébek krwi przeznaczonych do izolacji DNA. DNA zostato oczyszczone z wykorzystaniem protokotéw DNA Blood 200 pl
i 1000 pl. Eluaty byly przechowywane w temperaturze -80°C w probéwkach firmy Sarstedt o pojemnosci 2 ml. Przeanalizowano cztery powtérzenia. Integralno$¢ DNA zostata
przetestowana za pomoca reakcji long-range PCR. Ryciny przedstawiajg wyniki po przechowywaniu przez 10 lat. M, marker QIAGEN GelPilot 1 kb Plus Ladder.

Stabilno$¢ eluatu w przypadku zastosowan wykorzystujgcych kozuszek leukocytarno-ptytkowy zostata przetestowana przy uzyciu
eluatow pochodzacych z testow QS przeprowadzonych z wykorzystaniem protokotu BC 400 pl i objetosci elucji réwnej 200 pl. Eluaty
byty przechowywane w probéwkach firmy Sarstedt o pojemnosci 2 ml i statywach na mikroprobéwki do elucji w temperaturze pokojowej,
2-8°C, -20°C oraz -80°C. Ponadto przeprowadzono do 3 cykli zamrazania/rozmrazania eluatow (Ryc. 10). Uzysk i czystos¢ DNA
okreslono za pomocg analizy spektroskopowej. Integralnos¢ DNA zostata oceniona na podstawie elektroforezy zelowej i oznaczenia
LongRange PCR (objetos¢ reakcyjna réwna 50 pl).

Kozuszek leukocytarno-ptytkowy
m-80°C

~
o

Uzysk DNA (ug)
o
o

1. cykl 2. cykl 3. cykl
Cykl zamrazania/rozmrazania
Ryc. 10. Cykle zamrazania/rozmrazania eluatow (kozuszek leukocytarno-ptytkowy). DNA zostato oczyszczone z wykorzystaniem protokotu DNA BC 400 pl. Kozuszek
leukocytarno-ptytkowy otrzymano z krwi z EDTA. Eluaty byly przechowywane w probéwkach firmy Sarstedt o pojemnosci 2 ml. Uzysk DNA zostat okreslony w punktach
czasowych testu w tym samym eluacie dla 3 cykli zamrazania/rozmrazania. Uzysk DNA okreslono za pomocg analizy spektroskopowej. Stupki przedstawiajg bezwzgledny
uzysk DNA ($rednig warto$¢ wraz z odchyleniem standardowym).
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Krew do badan pod kgtem obecnosci wirusow

Stabilnos¢ eluatu w zastosowaniach wykorzystujgcych krew do badan pod kgtem obecnosci wiruséw zostata przetestowana przy uzyciu
eluatéw pochodzacych z testow QS przeprowadzonych z wykorzystaniem protokotu Virus Blood 200 i objetosci elucji rownej 60 pl. Jako
materiatu probki uzyto krwi z K2 EDTA, do ktérej dodano dostepny komercyjnie materiat wzorcowy wirusa CMV (miano 2,7 log kopii/ml).
Eluaty byly przechowywane w probéwkach firmy Sarstedt o pojemnosci 2 ml w temperaturze 2-8°C, -20°C i -80°C. Eluaty zostaty
przeanalizowane przy uzyciu oznaczenia do reakcji w czasie rzeczywistym na obecno$¢ wirusa CMV (Ryc. 11). Ponizej przedstawiono

wyniki dla kilku punktéw czasowych testu.

Krew do badan pod katem obecnosci wiruséw

22-8°C m-20°C m-80°C
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Ryc. 11. Stabilnos¢ eluatu w przypadku zastosowan wykorzystujacych krew do badan pod katem obecnosci wirusow. Probki krwi z EDTA, do ktérych dodano
dostepny komercyjnie materiat wzorcowy wirusa CMV, zostaty oczyszczone z wykorzystaniem protokotu Virus Blood 200. Eluaty byty przechowywane w réznych
temperaturach w statywach na mikroprobéwki do elucji i probéwkach firmy Sarstedt o pojemnosci 2 ml. Przeanalizowano 4 powtérzenia na punkt czasowy testu. Stupki
przedstawiajg miano wirusa CMV ($rednig warto$¢ log wraz z odchyleniem standardowym).

Tkanka

Stabilnos$¢ eluatu w przypadku zastosowan wykorzystujgcych tkanki zostata przetestowana przy uzyciu protokotu Tissue HC 200 pl

i objetosci elucji rownej 200 pl. Jako materiatu probki uzyto Swiezej watroby bydlecej. Eluaty przechowywano w probéwkach o pojemnosci

2 ml firmy Sarstedt i w statywach na mikroprobéwki do elucji w temperaturze pokojowej, 2—-8°C, -20°C oraz -80°C. Uzysk i czystos¢ DNA

okreslono za pomoca analizy spektroskopowej (Ryc. 12). Integralnos¢ DNA zostata oceniona na podstawie elektroforezy zelowe;j.
Tkanka
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Ryc. 12. Stabilnos¢ eluatu w przypadku tkanek. DNA zostato oczyszczone z wykorzystaniem protokotu DNA Tissue HC z objetoscia elucji rowng 200 pl. Jako materiatu
probki uzyto Swiezej watroby bydlecej. Eluaty byty przechowywane w réznych temperaturach w statywach na mikroprobéwki do elucji i probéwkach firmy Sarstedt
o pojemnosci 2 ml. Przeanalizowano 4 powtérzenia na punkt czasowy testu. Uzysk DNA okreslono za pomocg analizy spektroskopowej. Stupki przedstawiajg bezwzgledny
uzysk DNA ($rednig warto$¢ wraz z odchyleniem standardowym).
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Tkanka FFPE

Stabilnos¢ eluatu w przypadku zastosowan wykorzystujgcych tkanki FFPE zostata przetestowana przy uzyciu protokotu Tissue LC 200 pl
i objetosci elucji réwnej 100 pl. Jako materiatu prébki uzyto dostepnej komercyjnie ludzkiej tkanki FFPE. Eluaty byly przechowywane
w probowkach firmy Sarstedt o pojemnosci 2 ml i statywach na mikroprobowki do elucji w temperaturze 2-8°C, -20°C oraz -80°C. Eluaty
przeanalizowano przy uzyciu wewnetrznego oznaczenia PCR typu 8-plex przeznaczonego dla materiatu ludzkiego (Ryc. 13). Ponizej

przedstawiono wyniki dla dwéch punktéw czasowych testu.
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Ryc. 13. Stabilnos¢ eluatu w przypadku tkanek FFPE. DNA zostalo oczyszczone z wykorzystaniem protokotu DNA Tissue LC. Jako materiatu prébki uzyto dostepnej
komercyjnie tkanki FFPE. Eluaty byly przechowywane w réznych temperaturach w statywach na mikroprobéwki do elucji i probéwkach firmy Sarstedt o pojemnosci 2 ml.
Przeanalizowano 4 powtérzenia na punkt czasowy testu. Eluaty przeanalizowano przy uzyciu wewnetrznego oznaczenia PCR typu 8-plex przeznaczonego dla materiatu
ludzkiego.
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Substancje zaktécajgce

Whplyw inhibitoréw, ktére mogg by¢ obecne we krwi petnej, na skutecznos¢ procedury wykorzystujgcej krew do izolacji DNA, procedury
wykorzystujacej krew do badan pod katem obecnosci wiruséw oraz procedury wykorzystujgcej tkanki zostata przetestowana poprzez
dodanie nastepujgcych substanc;ji:

Tabela 8. Potencjalne substancje zakt6cajace przetestowane pod katem réznych zastosowan

Substancje zaktécajace Stezenie Krew Krew do badan pod katem Tkanka
obecnosci wirusow

Bilirubina 200 mg/I R y R

Hemoglobina 200 g/l v \

Trojglicerydy 309/ V \ V

Biatko 120 g/l \ \ y

Uwaga: Symbol ,\” wskazuje, ktére materiaty probek zostaly przetestowane pod katem potencjalnych substancji zaktécajgcych.

W przypadku hemoglobiny (200 g/l) i biatka (120 g/l) okreslono poziomy obecne w prébce krwi i dodano dodatkowg ilo$¢ hemoglobiny
lub biatka w celu osiggniecia wskazanych stezen, odpowiednio 200 lub 120 g/l. W przypadku bilirubiny (200 mg/l) i trojglicerydow (30 g/l)
do probek dodano catkowitg ilo$¢ kazdej substancji w celu osiggniecia wskazanych stezen.

W przypadku tkanki catkowitg ilo$¢ poszczegdinych substancji dodano bezposrednio do lizatéw. Nie okreslono stezen bilirubiny,
trojglicerydow ani biatka w uzytej prébce tkanki.

Wszelkie potencjalne substancje zaktécajgce (np. leki) i ich stezenia sg $cisle powigzane z dalszymi zastosowaniami. Dlatego podczas
weryfikacji dalszych etapow procedur, w ktérych wykorzystywane sg zestawy QIAsymphony DSP DNA Mini i Midi Kit, nalezy wzig¢ pod
uwage wczesniejsze leczenie, jakiemu poddawany byt pacjent.

Uwaga: W celu oceny jakosci wyizolowanych kwaséw nukleinowych przeprowadzono testy przy uzyciu przyktadowych procedur. Jednak
wymagania w zakresie stopnia czystosci (braku lub stezenia potencjalnych substancji zakiécajgcych) mogg rézni¢ sie miedzy
procedurami, dlatego w ramach opracowywania dalszych etapow procedur, w ktérych stosowane sg zestawy QIAsymphony DSP Mini
i Midi Kit, nalezy zidentyfikowac i przetestowa¢ odpowiednie substancje i ich stezenia.

Uwaga: Podczas opracowywania zestawu QIAsymphony DSP DNA Midi Kit nie zauwazono by heparyna miata negatywny wptyw na jego
skutecznos¢. Jednak zgodnie z normg ISO 20186-2:2019(E) heparyna znajdujgca sie w probowkach do pobierania krwi moze wptyng¢
na czystos¢ wyizolowanych kwaséw nukleinowych, a potencjalne zanieczyszczenie eluatéw spowodowane przeniesieniem moze
skutkowac inhibicjg w przypadku niektorych dalszych procedur. Dlatego obowigzkiem uzytkownika jest sprawdzenie, czy heparyna ma
negatywny wplyw na stosowang procedure.

Krew i kozuszek leukocytarno-ptytkowy — izolacja DNA

Testy pod katem zastosowan wykorzystujgcych krew do izolacji DNA zostaty przeprowadzone z zastosowaniem protokotu DSP DNA 1000,
ktory obejmuje najwiekszg objetos¢ wejsciowa prébki, wykorzystujgc objetosci elucji réwne 200 i 500 pl.

Eluaty zostaty przeanalizowane za pomocg analizy spektroskopowej pod kgtem uzysku i czystosci DNA. Zgodno$¢ z oznaczeniami PCR
zostata przetestowana przy uzyciu oznaczenia real-time PCR oraz PCR z pomiarem fluorescencji w punkcie koncowym.

Zadna z substancji wymienionych w Tabeli 9 nie spowodowata zaktécen, jednak wysokie stezenie trojglicerydéw (>30 g/l) w prébkach
krwi moze zmniejszy¢ uzysk gDNA.
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Krew do badan pod kgtem obecnosci wirusow

W przypadku zastosowania wykorzystujgcego krew do badan pod kgtem obecnosci wirusoéw test przeprowadzono przy uzyciu protokotu
DSP Virus Blood 200 z objetoscig elucji réwng 60 pl. Do probek krwi negatywnych wzgledem wirusa CMV dodano 500 kopii/ml (niskie

stezenie) oraz 1x10 E+04 kopii/ml (wysokie stezenie, Ryc. 14) dostepnego komercyjnie materiatu wzorcowego wirusa CMV.
Eluaty przeanalizowano za pomocg oznaczenia real-time PCR przeznaczonego do wykrywania obecnosci wirusa CMV.

Zadna z substancji wymienionych w Tabeli 9 nie spowodowata zaktdcen, jednak wysokie stezenie trojglicerydéw (>30 g/l) w prébkach

krwi moze spowodowac gorsze oczyszczanie wirusowego DNA.

Sredni log kopii/ml
4,0
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Ryc. 14. Test inhibitorow. Krew petng pobrano od 1 zdrowego dawcy do probéwek BD K2E i dodano materiat wzorcowy wirusa CMV (miano 4,0 log kopii/ml).
Przetestowano pig¢ prébek, dodajgc do nich potencjalne inhibitory, a nastgpnie oczyszczono wirusowe DNA z kazdej probki w 4 powtérzeniach, uzywajgc zestawu
QlAsymphony DSP DNA Mini Kit i protokotu Virus Blood 200 DSP, przy objetosci elucji réownej 165 pl. Eluaty przeanalizowano za pomoca oznaczenia real-time PCR
przeznaczonego do wykrywania obecnosci wirusa CMV. Czerwona linia przedstawia miano okreslone dla prébek odniesienia, do ktérych nie dodano substancji hamujacych,
a stupki $redni log kopii na mililitr wraz z odchyleniem standardowym.

Tkanka

W przypadku tkanki przeznaczonej do izolacji DNA ($wiezej i zamrozonej) test zostat przeprowadzony z zastosowaniem protokotu
DSP DNA HC przy objetosci elucji réwnej 200 pl.

Eluaty zostaty przeanalizowane za pomocg analizy spektroskopowej pod kgtem uzysku i czystosci DNA. Zgodnos$¢ z oznaczeniami PCR

zostata przetestowana przy uzyciu oznaczenia real-time PCR.

Zadna z substancji wymienionych w Tabeli 9 nie miata negatywnego wptywu na przygotowanie prébki.

Tkanka FFPE

W przypadku tkanki FFPE test zostat przeprowadzony z zastosowaniem protokotu DSP DNA LC przy objetosci elucji rownej 50 pl.

Substancje (patrz Tabela 9) dodano bezposrednio do lizatu.
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Tabela 9. Potencjalne substancje zaktécajace przetestowane pod katem réznych zastosowan

Substancje zakiécajace Stezenie w lizacie
Ksylen Maks. 11%

Etanol Maks. 11%
Deparaffinization Solution Maks. 11%
Parafina Skrawek 0,1 uM

Eluaty zostaty przeanalizowane za pomocg analizy spektroskopowej pod kgtem uzysku i czystosci DNA. Zgodno$¢ z oznaczeniami PCR
zostata przetestowana przy uzyciu oznaczenia real-time PCR oraz wewnetrznego oznaczenia PCR typu 8-plex przeznaczonego dla

materiatu ludzkiego.

Zadna z substancji wymienionych w Tabeli 9 nie miata negatywnego wptywu na przygotowanie probki.
Zanieczyszczenie krzyzowe

Krew — izolacja DNA

Ryzyko zanieczyszczenia krzyzowego w przypadku stosowania zestawow QIAsymphony DNA w procedurach wykorzystujgcych prébki
krwi zostato przeanalizowane poprzez wykonanie 96 testéw prébek na aparacie QlAsymphony SP w partiach utozonych w szachownice
(naprzemiennie prébki pozytywne inegatywne), miedzy ktorymi wystepowatyby partie w petni negatywne. W ramach systemu
modelowego uzyto prébek krwi pochodzgcych od mezczyzn (liczba krwinek biatych 21,0 x 107 komdrek/ml) oraz kobiet (liczba krwinek
biatych miedzy 4,0 x 10% a 9 x 10% komdrek/ml). Prébki przygotowano zgodnie z protokotem Blood 1000 pl, ktory obejmuje najwiekszg
objetosc¢ prébek. Potencjalne zanieczyszczenie negatywnych prébek pochodzgcych od kobiet podczas procesu izolacji zostato poddane

ocenie poprzez wykonanie dalszej analizy eluatéw pod katem chromosomu Y metoda real-time PCR.

Nie wykryto zanieczyszczenia krzyzowego wynikajgcego z przeniesienia materiatu miedzy probkami, partiami lub testami.
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Symbole

W niniejszym dokumencie pojawiajg sie ponizsze symbole. Petna lista symboli stosowanych w instrukcji uzycia lub na opakowaniu
i oznaczeniach znajduje sie w instrukcji obstugi.

Symbol Definicja symbolu
c € Ten produkt spetnia wymogi Rozporzgdzenia Parlamentu Europejskiego 2017/746 w sprawie wyrobow
medycznych do diagnostyki in vitro.
IVD Wyrob medyczny do diagnostyki in vitro
Numer katalogowy
Rn R oznacza wydanie instrukcji uzycia, a n oznacza numer wydania
Producent
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Historia zmian

Wydanie Opis

R1, czerwiec 2022 r. Wersja 2, wydanie 1

e Aktualizacja do wersji 2 w celu spetnienia wymagan w zakresie [VDR

e Dodano sekcje dotyczgce substancji zakidcajgcych, zanieczyszczenia
krzyzowego, stabilnosci eluatéw i zgodnosci z dalszymi zastosowaniami

Aktualne informacje licencyjne oraz dotyczgce wytgczenia odpowiedzialnosci dla poszczegdlnych produktéow znajdujg sie w odpowiedniej
instrukcji obstugi lub podreczniku uzytkownika zestawu firmy QIAGEN. Instrukcje obstugi i podreczniki uzytkownika zestawéw QIAGEN
sg dostepne pod adresem www.giagen.com. Mozna je takze zamoéwi¢ w serwisie technicznym firmy QIAGEN Ilub u lokalnego
dystrybutora.

Znaki towarowe: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAsymphony®, QlAamp®, EZ1®, UltraRun® (QIAGEN Group); BD™, Vacutainer® (Becton Dickinson and Company); Sarstedt®, S-Monovette® (Sarstedt AG and Co.). Zastrzezonych nazw, znakéw
towarowych itd. wykorzystywanych w niniejszym dokumencie, nawet jezeli nie zostaty wyraznie oznaczone jako zastrzezone, nie mozna uwazac¢ za niechronione przepisami prawa.

06/2022 HB-3029-D01-001 © 2022 QIAGEN, wszelkie prawa zastrzezone.
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